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基础 研究 
不 同 试剂 转 染 RIP140-siRNA 至 库 普 弗 细胞 的 效率 及 毒性 比较 


x 


吉 '; 刘 作 金 * 


! 重 庆 医 科大 学 第 二 临床 学 院 , 重 庆 400016; 重 庆 医 科大 学 附属 第 二 医院 肝胆 外 科 , 重 庆 400010 


Comparison of efficiency and cytotoxicity of different transfection reagents in transfect- 


摘要 :目的 对 比 不 同 的 转 染 试剂 转 染 RIP140-siRNA 至 肝脏 库 普 弗 细 胞 的 转 染 效率 及 它们 对 肝脏 库 普 弗 细胞 的 细胞 毒性 ,从 而 
寻找 出 最 佳 的 肝脏 库 普 弗 细 胞 试剂 转 染 方 法 和 条 件 。 方 法 以 肝脏 库 普 弗 细 胞 为 研究 对 象 , 以 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 标 记 的 
RIP140-siRNA 为 报告 基因 (reporter gene) ,采用 1lipofectamine 2000, #7 RIAK] (X-treme GENE siRNA Transfection Reagent) 及 
伶 霉 素 筛选 的 慢 病毒 (1.0x10 TU/mL ) 作 为 转 染 试剂 ,区 光 倒 置 显微镜 下 观察 细胞 转 染 效 果 ,激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 分 析 不 
试剂 转 染 后 细胞 RIP140 的 表达 , 流 式 细胞 术 检 测 各 组 细胞 凋 亡 ,CCK-8 检 测 各 组 细胞 增殖 抑制 情况 。 收 集 细 胞 并 进行 裂解 ， 
取 细 胞 RNA 与 蛋白质 ,运用 RTRCR 和 Western blot 实 验 法 检测 转 染 RIP140-siRNA 后 的 基因 及 和 蛋白质 表 达 情 况 。 结 果 对 
话 库 普 弗 细胞 而 言 ,在 转 染 效率 方面 : 味 吟 霉 素 筛选 的 慢 病毒 转 染 效率 最 高 ,可 达 90% 以 上 ;罗氏 试剂 其 次 ;lipofectamine 
2000 效 果 最 差 。 在 试剂 的 细胞 毒性 方面 : 流 式 细 胞 术 及 CCK-8 检 测 结果 显示 罗氏 试剂 的 细胞 毒性 最 小 ,细胞 可 见 其 原 有 形态 ; 
慢 病毒 其 次 ;lipofectamine 2000 细 胞 毒性 最 大 ,可 见 多 数 细胞 失去 原 有 形态 ,并 存在 细胞 裂解 状态 。RTRCR FII Western blot 实 
验 显示 慢 病 毒 转 染 RIP140-siRNA 的 肝脏 库 普 氏 细胞 组 无 论 在 基因 方面 还 是 在 蛋白 质 水 平均 明显 低 表 达 于 1lipofectamine 2000 
和 罗氏 试剂 所 转 染 的 肝脏 库 普 弗 细胞 组 (P<0.05)。 结论 对 于 原 代 细 胞 肝脏 库 普 弗 细胞 ,在 试剂 转 染 方面 , 慢 病 毒 转 染 方法 可 
以 达到 理想 的 转 染 效率 和 较 小 的 细胞 毒性 ,上 且 条 件 可 挖 性 与 稳定 性 方面 更 加 优越 。 

关键 词 :肝脏 库 普 弗 细 胞 ; 转 染 效率 ;细胞 毒性 ;RIP140-siRNA 
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Abstract: Objective To compare the efficiency and cytotoxicity of different transfection reagents used in transfection of 
RIP140-siRNA into Kupffer cells to optimize the transfection conditions. Methods Kupffer cells were transfected with 
RIP140-siRNA labeled with GFP as the reporter gene using lipofectamine 2000, Roche reagent (X-treme GENE siRNA 
Transfection Reagent) and puro screening lentivirus (1.0x10° TU/mL) as the transfection reagents. The transfection effect was 
observed under a fluorescent inverted microscope, and laser scanning confocal microscopy was used to analyze RIP140 
expression in trasnfected Kupffer cells. Flow cytometry was performed to detect cell apoptosis, and CCK-8 test was used to 
evaluate the cell proliferation inhibition. RT-RCR and Western blotting were performed to detect the expressions of RIP140 
mRNA and protein in the trasnfected cells. Results Puro screening lentivirus yielded the highest cell transfection efficiency, 
which exceeded 90%, followed by Roche reagent and then by lipofectamine 2000. Flow cytometry and CCK-8 test showed that 
the cytotoxicity was the mildest with Roche reagent, moderate with lentivirus, and severe with lipofectamine 2000. The cells 
trasnfected with lentivirus showed a significantly lower RIP140 expression than cells trasnfected with lipofectamine 2000 and 
Roche reagent (P<0.05). Conclusion In Kupffer cells, lentivirus-mediated transfection, as compared with the other two 
trasnfection reagents, can achieve good transfection efficiency with a relativelty low cytotoxicity, and allows for better 
controllability and stability of the trasnfectiion conditions. 

Key words: liver kupffer cell; transfection efficiency; cytotoxicity; RIP140-siRNA 


细胞 转 染 是 指 将 外 源 分 子 如 DNA,RNA 等 导入 真 
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核 细胞 的 技术 "。 目 前 , 转 染 已 成 为 研究 细胞 基因 功能 
的 常规 方法 。 试 剂 转 染 方法 在 哺乳 动物 细胞 可 以 取得 
较 好 的 转 染 效 率 ,但 是 针对 难 转 染 的 巨 噬 细胞 和 淋巴 细 
胞 等 原 代 细胞 ,不 同 的 试剂 有 着 不 同 的 效果 ” 。 上 肝 库 普 
弗 细 胞 是 位 于 肝 窦 内 表面 的 吞噬 细胞 ,是 巨 噬 细 胞 中 极 
为 特殊 的 一 类 ,对 于 在 肝脏 组 织 内 稳 态 ,组 织 重 构 , 调 节 
代谢 功能 及 实质 细胞 损伤 的 病理 过 程 中 起 到 了 主要 的 
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注 损 伤 , 非 酒精 性 脂肪 肝 , 肝 硬化 ,炎症 和 肝脏 的 免疫 耐 
受 等 多 种 病理 过 程 中 , 库 普 弗 细胞 都 有 着 至 关 重要 的 作 
用 2。 针对 此 细胞 进行 转 染 试剂 和 转 染 条 件 的 筛选 对 
进一步 探寻 肝脏 多 种 疾病 的 发 生发 展 机 制 有 着 重要 的 
作用 。 

RIP140(Receptor-interacting protein 140) 主要 表 
达 在 代谢 组 织 和 器 官 ,包括 肝脏 肌肉 或 脂肪 组 织 呈 5。 
研究 发 现 ,在 巨 吹 细 胞 中 ,RIP140 作 为 NEF-kB 的 共 刺 激 
因子 ,通过 募集 CREB 结 合 和 蛋白 (CBP) 来 调节 TLR 介 导 
的 开 -2, 工 -10,TNF-o 等 炎症 因子 的 产生 "7 。 据 报道 " ， 
RIP140 可 能 与 内 毒素 耐 受 的 机 制 密切 相关 。 因 此 肝脏 
库 普 弗 细 胞 表达 的 RIP140 或 许 发 挥 着 重要 作用 , 仍 需 
进一步 探索 。 本 实验 初期 通过 3 种 不 同 的 转 染 试剂 转 
染 RIP140-siRNA 至 肝脏 库 普 弗 细 胞 ,对 比 其 转 染 效 率 
及 细胞 毒性 ,寻找 出 转 染 效率 最 理想 的 试剂 和 最 佳 的 转 
染 条 件 , 为 RIP140 在 肝脏 内 毒素 耐 受 机 制 的 后 续 研 究 
做 出 了 准备 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 与 主要 试剂 

Lipofectamine 2000 购 于 Invitrogen 公司 ,罗氏 试 
剂 (X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent) 购 于 多 
氏 诊 断 产品 (上 海 ) 公 司 ,标记 有 绿色 灾 光 和 蛋白 (GFP) 的 
RIP140-siRNA 质粒 (500 ng/hL) 和 嗓 吟 霉 素 筛选 的 慢 
病毒 (1.0x10VU) 均 购 于 上 海 吉 凯 公司 。 总 RNA 提 取 与 


图 1 库 普 弗 细胞 吞 墨 实验 及 台 盼 蓝 染 色 
Fig.1 Swallowing ink experiment (A) and Trypan blue staining (B) of Kupffer cells 
(Original magnification: x200). Trypan Blue resisting rate was>90%. 


1.2.2 lipofectamine 2000 和 罗氏 试剂 转 染 肝脏 库 普 弗 
细胞 分 离 库 普 弗 细 胞 ,以 2.0x108ymL 的 细胞 浓度 接种 
于 3 个 96 孔 板 , 备 转 当 用。 将 lipofectamine 2000 和 罗 
氏 试 剂 与 RIP140-siRNA 质粒 分 别 以 不 同比 例 加 入 到 
含 DMEM 总 体积 为 100 hL 的 EP 管 中 ( 表 1) , 轻 轻 混 
名 ,分 别 37 % 水 浴 10.20.30 min, 然 后 将 复合 物 均匀 加 


RT-PCR 所 用 试剂 为 Takara 试 剂 盒 ,总 蛋白 提取 试剂 为 
TRIZOL 试剂 盒 (Invitrogen, USA),RIP140 引 物 交 由 上 
海 吉 玛 公 司 设计 ,RIP140 一 抗 (ab3425, abcam ) 为 免 抗 
鼠 抗 体 ,二 抗 为 山羊 抗 免 抗体 , 购 于 更 云 天 公司 。MTT 
(5 mg/mL, Sigma, USA), 肝 脏 库 普 弗 细胞 分 离 所 用 为 
TV 型 胶原 酶 (Sigma, St. Louis, MO) ,培养 细胞 所 用 为 
胎 牛 血清 (Gibco, Aus) 。 实 验 所 用 动物 为 成 年 雄性 
BALB/c /]\ fs. (80~120 g) , 购 于 重庆 医科 大 学 动物 实验 
中 心 。 

1.2 方法 

1.2.1 肝脏 库 普 弗 细胞 的 分 离 与 培养 TE Percoll Hi 
的 胶原 酶 消化 与 差 速 离心 方法 的 基础 上 ,我们 做 出 一 些 
改进 ,由 随机 分 组 的 小 鼠 肝 脏 提 取 库 普 弗 细胞 。 小 鼠 腹 
部 去 毛 ,做 常规 开 腹 ,充分 暴露 肝脏 , 离 断 小 鼠 上 腔 静 
脉 ,于 门静脉 灌注 无 菌 PBS 至 肝脏 颜色 变 为 灰白 , 行 短 
暂 肝 切除 ,在 装 有 30 mL 0.01% IV 胶原 酶 的 玻璃 培养 
亚 中 用 精细 钥 快 速 碎 肝 并 消化 5 min, KARAOKE 
30 min, 37 % ,每 隔 10 min 轻 轻 吹 打 混 匀 1 min, 共 3 
次 。 通 过 200 目 过 滤 网 将 混合 悬 液 小 心 过 滤 至 新 的 培 
养 焉 ,于 离心 机 300 g 离 心 5 min,4%, 共 2 次 ;每 次 弃 上 
清 液 ,将 下 层 沉 演 以 新 鲜 培 养 基 重 悬 ;然后 细胞 悬 液 以 
50 g 离 心 3 min,4 % ,将 上 清 液 移 至 新 的 离心 管 中 ; 最 
后 ,将 细胞 悬 液 于 离心 机 300 g 离 心 5 min,4 CC。 以 新 
鲜 培 养 液 重 悬 沉淀 细胞 颗粒 ,轻柔 吹 打 1 min ,均匀 种 于 
6 孔 板 中 , 放 于 37 C 5% CO,; 细 胞 孵 箱 内 培养 ,2 h 后 待 
细胞 稳定 贴 壁 后 更 换 新 鲜 培 养 液 。 所 提取 细胞 行 生 墨 
实验 阳性 , 台 盼 蓝 拒 染 率 >90%( 图 1)。 


和 人 96 孔 板 各 孔 , 留 空白 对 照 孔 , 放 于 37 C,5% CO, 细 胞 
孵 箱 内 培养 。12 h 后 取出 96 孔 板 无 菌 PBS 冲洗 3 次 ,更 
换 新 鲜 培 养 基 终 止 转 染 , 继 续 培 养 细胞 ,24~96 h 后 倒置 
荧光 显微镜 观察 转 染 情况 。 

1.2.3 慢 病毒 转 娄 肝脏 库 普 弗 细胞 分 离 库 普 弗 细 胞 ， 
以 2.0x107ymL 的 细胞 浓度 接种 于 3 个 96 孔 板 , 备 转 染 
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表 1 lipofectamine 2000 和 罗氏 试剂 与 质粒 加 入 量 的 比例 


Tab.1 Amount of lipofectamine 2000, Roche reagent and plasmid used for transfection 


1 L(A) 5 uL(B) 10 pL(C) 15 uL(D) 20 uL(E) 25 wL(F) 
2 ug (b) A-a B-a C-a D-a E-a F-a 
4 ug (b) A-b B-b C-b D-b E-b F-b 
6 ug (c) A-c B-c C-c D-c E-c F-c 
8 ug (d) A-d B-d C-d D-d E-d F-d 
10 ug(e) A-e B-e C-e D-e E-e F-e 


A-F for the amount of lipofectamine 2000 and rochereagent, a-e for the amount of plasmid. 


用 ,于 -80 5 冰箱 取出 慢 病毒 在 冰 盒 中 融化 ,以 下 操作 
均 在 生物 安全 柜 中 进行 。 取 慢 病 毒 按 不 同比 例 加 入 到 
10 uL ploybrene 溶 液 中 ( 表 2), 男 加 DMEM 使 总 体积 为 
100 LL, 轻 柔 吹 打 混 匀 复 合 液体 后 分 别 37 CC 水浴 10, 


20,30 min, 均 匀 加 入 到 96 孔 板 中 , 留 空白 对 照 孔 , 放 于 
37 C,5% CO:; 细 胞 孵 箱 内 培养 。12 h 后 取出 96 孔 板 无 
菌 PBS 冲洗 3 次 ,更 换 新 鲜 培 养 基 终 止 转 染 ,继续 培养 
细胞 ,24~96 h 后 倒置 荧光 显微镜 观察 转 染 情 况 。 


表 2 慢 病毒 加 入 量 与 慢 病毒 滴 度 的 比例 


Tab.2 Amount and titer of lentivirus added for transfection 
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1hLIA) 5uL(B) 10 uL(C) 15 uL(D) 20 uL(E) 25 uL(F) 
1.0x10 U/mL (a) A-a B-a C-a D-a E-a F-a 
1.0x 10’ U/mL (b ) A-b B-b C-b D-b E-b F-b 
1.0x10° U/mL (c) A-c B-c C-c D-c E-c F-c 
1.0x 10° U/mL(d) A-d B-d C-d D-d E-d F-d 
1.0x10* U/mL (e) A-e B-e C-e D-e E-e F-e 
A-F: Amount of lentivirus; a-e: Titer of lentivirus. 
1.2.4 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 分 析 不 同 试剂 转 数 后 细胞 。” 验 操作 重复 3 次 。 


RIP140 的 表达 我 们 应 用 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 观 察 
3 种 不 同 转 染 试剂 转 染 库 普 弗 细 胞 后 RIP140 的 表达 情 
Oh ,形成 荧光 标记 的 细胞 结构 的 整体 形象 ,显示 荧光 形 
态 结构 的 准确 定位 。PBS 冲洗 转 染 后 细胞 ,保持 细胞 湿 
润 ,4% 多 聚 甲 醛 固 定 细胞 30 min, Triton 打 孔 10 min, 
5% BSA 封闭 1 h, 加 入 一 抗 (稀释 比 1:80) 过 夜 ,4%C。 
加 入 二 抗 (稀释 比 1:500)1 h,37 Co PBS 冲洗 后 加 入 
DAPL, 室 温 放 置 5 min 后 ,再 用 PBS 冲洗 ,最 后 行 激光 扫 
描 共 聚焦 显微镜 观察 细胞 。 

1.2.5 RT-PCR 量化 不 同 试剂 转 数 后 细胞 RIP140 基 因 
的 表达 为 了 确认 RIP140-siRNA 转 染 后 的 干扰 效率 ， 
我 们 采用 RT-PCR 方 法 来 量化 RIP140 基 因 的 表达 。 应 
用 TRIZOL 试 剂 盒 分 别提 取 3 种 不 同 试剂 转 染 细胞 后 
的 总 RNA ,逆转 录 后 按照 RT-PCR 试剂 盒 进 行 基因 的 定 
量 分 析 。RIP140 的 引物 ,正义 链 :5'-CCATCAATC 
TTTCCCAGCAC-3'; 反 义 链 :5-GGACTCTTTGCC 
TTTCGTGA-3'。B-actin 的 引物 ,正义 链 :5-TGACGT 
GGACATCCGCAAAG-3'; 反 义 链 :5-CTGGAAGGT 
GGACAGCGAGG-3'。RIP140 的 相对 量 根据 2^“' 值 
进行 计算 ,每 个 样本 均 与 b-actin 的 表达 量 进行 对 比 , 实 


1.2.6 Western Blotting 检测 不 同 试剂 转 染 后 细胞 
RIP140 蛋 白质 的 表达 我 们 采用 Western Blotting 检 测 
不 同 试剂 转 染 后 细胞 RIP140 和 蛋白 质 的 表达 ,来 确定 转 
染 效率 。 使 用 RIPA 裂解 液 分 别提 取 3 种 不 同 试剂 转 染 
细胞 后 的 总 蛋白 ,进行 Western Blotting 检 测 。RIP140 
一 抗 稀释 比 为 1:500,GAPDH 一 抗 稀释 比 为 1:1000, 二 
抗 稀释 比 为 1:2000。 使 用 Bandscan5.0, 根 据 GAPDH 
条 带 的 相对 吸光 度 来 量化 RIP140 的 相对 表达 量 。 实 验 
操作 均 重 复 3 次 。 

1.2.7 CCK-8 检 测 库 普 弗 细胞 增殖 分 离 库 普 弗 细胞 ， 
调整 细胞 悬 液 密度 ,以 1x104 孔 的 密度 将 细胞 种 于 96 孔 
板 中 ,将 3 种 转 染 试剂 以 最 佳 剂 量 分 别 加 入 各 板 中 ,每 
组 设 3 个 复 孔 , 留 阴 性 对 照 细 胞 组 。 每 24、48、72、96 h 
加 入 CCK-8 溶 液 10 hL ,继续 孵育 2 h。 使 用 酶 标 仪 在 
450 nm 波长 处 测定 吸光 度 值 (A) ,并 计算 细胞 增殖 抑制 
率 (IR):IR =[1- 实 验 组 A(450 nm)/ 对 照 组 A(450 nm) |x 
100% ,实验 操作 均 重 复 3 次 以 上 。 

1.2.8 流 式 细 胞 术 检 测 库 普 弗 细胞 凋 亡 分 离 库 普 弗 细 
胞 ,将 细胞 以 2x107ymL 的 密度 种 于 4 个 培养 下 中 , 按 最 
佳 剂量 分 别 加 入 3 种 转 染 试剂 , 留 阴性 对 照 组 。 转 染 试 
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剂 加 入 9%6 h 后 ,消化 细胞 并 调整 细胞 密度 为 1x10%mL。 
PBS 冲洗 2 次 ,离心 后 加 入 1 mL PBS 吹 打 均匀 ,分 别 加 
入 AnnexinV- FITC 和 PI, 室 温 避 光 孵 育 1$ min, 测 定 细 
胞 凋 亡 率 。 

1.2.9 统计 学 分 析 本 实验 所 有 操作 均 重 复 至 少 3 次 , 计 
量 资料 以 均 数 + 标准 差 表 示 ,两 组 间 比 较 采 用 独立 样本 ; 
检验 ,数据 分 析 采 用 SPSS19.0 统计 软件 ,以 P<0.05 为 
差异 有 统计 学 意义 。 


结果 
2.1 倒置 荧光 显微镜 观察 不 同 试剂 转 染 后 的 细胞 形态 
与 转 染 率 


图 2 3 种 转 染 试剂 对 库 ep 


Lipofectamine 2000, 罗 氏 试 剂 转 染 库 普 弗 细 胞 在 
48 h 达 到 高 峰 , 慢 病毒 转 染 在 72 h 后 达到 高 峰 。 倒 置 灾 
光 显 微 镜 观察 各 组 不 同 转 染 条 件 后 绿色 奖 光 表达 情况 : 
慢 病 毒 转 染 组 ( 表 2C-a,10 min) 的 转 染 率 最 高 (图 2C1)， 
在 90% 以 上 ;罗氏 试剂 转 染 组 ( 表 1B-a,20 min) 转 染 率 最 
高 (图 2A1);lipofectamine 2000 转 染 组 ( 表 1B-b,30 min) 
转 染 率 最 高 (图 2B1)。 对 比 3 种 试剂 转 染 率 最 高 的 细胞 
组 发 现 , 慢 病毒 转 染 组 ( 表 2C-a,10 min) 的 转 染 率 最 高 
(图 2C1)。 在 细胞 形态 方面 :罗氏 试剂 转 染 后 细胞 形态 
最 稳定 ,而 lipofectamine 2000 和 慢 病 毒 转 染 组 的 细胞 
形态 相对 较 差 (图 2A2,B2,C2)。 


Fig.2 Kupffer cells transfected using the 3 transfection reagents (Original magnification: x200). A1, A2: Lipofectamine 
2000(Tab.1 B-b, 30 min); B1, B2: Roche regent(Tab.2 B-a, 20 min); C1, C2: Lentivirus(Tab.3 C-a, 10 min). 


2.2 不 同 试剂 转 染 后 细胞 核 RIP140 的 表达 情况 

我 们 通过 激光 扫描 共聚 焦 显微镜 观察 3 种 试剂 转 
染 后 细胞 核 中 RIP140 的 表达 情况 ,对 比 阴 性 对 照 组 细 
胞 RIP140 的 干扰 情况 发 现 ,lipofectamine 2000 和 罗氏 
试剂 转 染 后 ,细胞核 RIP140 表达 减少 不 明显 ,对 
RIP140 的 干扰 表达 效果 差 ;而 慢 病 毒 转 染 组 的 细胞 核 
RIP140 表 达 最 少 ,干扰 效果 明显 (图 3)。 这 也 证 实 了 慢 
病毒 转 染 RIP140-siRNA 的 效率 最 高 。 
2.3 不 同 试剂 转 染 RIP140-siRNA 后 的 沉默 效果 

我 们 采用 RT-PCR 检测 出 3 种 试剂 转 染 库 普 弗 细 胞 
后 的 RIP140 mRNA 水 平 。3 个 不 同 的 转 染 组 与 阴性 对 
照 组 相 比 较 , 明 显 可 见 慢 病 毒 转 染 siRNA 后 对 于 细胞 
RIP140 基因 的 沉默 效果 明显 优 于 lipofectamine 2000 
和 罗氏 试剂 转 染 siRNA 后 对 于 RIP140 基 因 的 沉默 效 
果 , 差 异 具 有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 4A)。 另 一 方面 ,3 
个 转 染 组 转 染 RIP140-siRNA Ja HY Western Blotting 检 


测 结果 显示 (图 4C) ,RIP140 和 蛋白 质 的 干扰 表达 效果 与 
mRNA 的 干扰 效果 具有 显著 的 一 致 件 (P<0.05, 图 4B )。 
2.4 不 同 转 染 试剂 转 染 后 细胞 凋 亡 情况 及 细胞 毒性 的 
对 比 

流 式 细 胞 术 结 果 显 示 :lipofectamine 2000 细胞 组 
凋 亡 率 (25.91% ) 显 车 高 于 阴性 对 照 组 (2.52% , P< 
0.05) ,罗氏 试剂 细胞 组 凋 亡 率 (5.05%) 与 阴性 对 照 组 
(2.52%) 无 统计 学 差异 (P>0.05), 慢 病毒 细胞 组 凋 亡 率 
(17.00% ) 高 于 阴性 对 照 组 (2.52% , P<0.05, 图 5)。 
CCK-8 结 果 显 示 : lipofectamine 2000 细 胞 组 A 值 于 48 h 
后 显著 高 于 阴性 对 照 组 (P<0.05) ,罗氏 试剂 细胞 组 A 值 
与 阴性 对 照 组 无 显著 差异 (P>0.05), 慢 病毒 细胞 组 A 值 于 
96h 高 于 阴性 对 照 组 日 具有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 6)。 


3 讨论 
目前 ,应 用 于 细胞 和 组 织 的 转 染 方法 多 种 多 样 ， 
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图 3 3 种 转 染 试剂 转 染 库 普 弗 细胞 后 细胞 核 RIP140 表 达 情 况 

Fig.3 Expression of RIP140 in Kupffer cell nucleus after transfection with lipofectamine 2000, Roche regent and lentivirus. 
RIP140-siRNAs was visualized by laser scanning confocal microscopy (Original magnification: x 10). GFP labeled RIP-siRNA 
immunoflorescence is indicated in green and DAPI-stained nuclei in blue. 
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图 4 3 种 试剂 转 染 库 普 弗 细胞 后 RIP140 mRNA 和 和 蛋白质 的 相对 表达 量 
Fig.4 Relative expression of RIP140 in mRNA and proteins in Kupffer cells after transfection with lipofectamine 2000, Roche regent and 
lentivirus (*P<0.05). 


lipofectamine 2000 介 导 的 基因 转 导 方法 虽然 简便 易 胞 的 原 有 形态 呈 ,这 与 本 实验 中 罗氏 试剂 与 
行 ,但 是 并 非 适合 所 有 的 细胞 种 类 中 2 。 而 罗氏 试剂 是 lipofectamine 2000 的 比较 结果 是 一 致 的 ,但 是 对 于 难 
近年 来 新 兴 的 一 种 转 染 试剂 ,具有 更 为 简便 操作 手法 ， 转 染 的 细胞 ,尤其 是 原 代 细胞 的 转 染 效果 并 不 理想 。 随 
更 低 的 细胞 毒性 ,更 高 的 转 染 效率 ,能 够 很 好 的 保持 细 着 对 基因 领域 研究 的 逐步 加 深 , 将 外 源 基 因 整 合 人 宿 
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5 流 式 细胞 术 检测 各 组 库 普 弗 细 胞 细胞 凋 亡 情况 
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Fig.5 Flow cytometry for detecting Kupffer cell apoptosis. A: Normal cells; B: Lipofectamine 2000; C: Roche regent; D: Lentivirus. 
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图 6 CCK-8 检 测 各 组 细胞 的 增殖 情况 

Fig.6 CCK-8 test of cell Proliferation in each 
group at different time points following the 
transfection. 


细胞 也 成 为 必 经 的 过 程 ,因而 细胞 转 染 成 为 了 主流 的 科 


显 。 罗 氏 试 剂 则 在 细胞 毒性 方面 展示 了 优势 ,对 于 库 普 
弗 细 胞 而 言 , 转 染 效率 一 般 , 激 光 共 聚焦 显微镜 ,PCR 与 
Western Blotting 显示 siRNA 的 沉默 效果 达 不 到 理想 的 
效果 。 慢 病毒 转 染 后 ,倒置 痰 光 显微镜 可 观察 到 90% 以 
EJER ERIC ,激光 共聚 焦 显 微 镜 ,PCR 与 Western 
blotting 显示 siRNA 的 沉默 效果 较 lipofectamine 2000 
和 罗氏 试剂 有 着 显著 的 优势 ,其 干扰 效果 可 以 达到 后 续 
实验 研究 的 要 求 。 在 细胞 毒性 方面 ,24 h 以 内 ,3 者 没有 
明显 的 毒性 差异 , 随 着 时 间 的 推移 ,罗氏 试剂 一 直 保 持 
着 非常 低 的 细胞 毒性 , 而 慢 病毒 与 jipofectamine 2000 
都 影响 着 库 普 弗 细 胞 的 正常 凋 亡 进程 。 

综 上 所 述 ,针对 肝脏 库 普 弗 细 胞 的 转 染 ,综合 对 比 
分 析 细 胞 毒性 和 转 染 效率 , 慢 病毒 为 最 佳 试剂 转 染 方 
式 , 并 优化 出 了 病毒 的 加 入 量 及 其 参数 ,以 将 其 细胞 毒 
性 控制 在 最 小 范围 内 ,更 好 的 维持 库 普 弗 细胞 的 生理 状 


研 和 临床 工具 ,如 何 保证 高 效 的 转 染 效率 ,尤其 是 对 于 
难 转 染 的 细胞 和 原 代 细 胞 ,对 进一步 的 实验 研究 是 至 关 
重要 的 。 研 究 表明 ,利用 病毒 作为 载体 是 目前 最 为 特异 
和 高 效 的 基因 转 导 方法 ,但 是 也 存在 着 自身 的 缺点 ,如 
安全 性 ,细胞 毒性 和 免疫 原 性 等 等 ”2 ,这 也 是 病毒 转 染 
的 主要 问题 。 

对 于 肝脏 库 普 弗 细 胞 的 转 染 研究 仍 相 对 匮乏 ,而 对 
于 此 细胞 的 转 染 方式 与 条 件 更 缺少 相关 的 科学 研究 , 目 
前 ,应 用 于 库 善 弗 细 胞 的 转 染 方法 大 多 为 lipofectamine 
2000, 罗 氏 试 剂 和 慢 病毒 ,而 这 几 种 转 染 方式 各 自 的 优 
缺点 以 及 最 佳 转 染 条 件 未 曾 得 知 。 由 于 库 普 弗 细 胞 在 
肝脏 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 ,所 以 寻找 库 普 弗 细 胞 的 最 
佳 转 染 方法 与 条 件 是 开启 此 细胞 功能 性 研究 的 一 把 钥 
有 是。 本 实验 通过 3 种 不 同 的 转 染 试剂 ,lipofectamine 
2000, 罗 氏 试 剂 和 慢 病毒 将 RIP140-siRNA 转 导 和 肝脏 
普 弗 细胞 。 结 果 显 示 , 对 于 原 代 细 胞 而 言 ,以 肝脏 库 
普 弗 细胞 为 例 ,lipofectamine 2000 表 现 出 了 非常 低 的 
转 染 效率 ,激光 共聚 焦 显 微 镜 显示 转 然 后 ,细胞核 
RIP140 仍 然 存 在 较 高 的 表达 ,PCR 与 Western Blotting 
也 检测 出 了 RIP140 基 因 和 和 蛋白 质 的 干扰 表达 效果 不 明 


态 。 本 实验 筛选 出 的 高 效 稳定 转 染 率 及 低 细 胞 毒性 的 
转 染 方法 与 条 件 ,为 肝脏 库 普 弗 细 胞 的 基因 领域 研究 打 
下 基础 ,进而 更 准确 的 探究 相关 基因 与 蛋白 在 库 普 弗 细 
胞 中 的 功能 和 机 制 , 更 好 的 解决 库 普 弗 细 胞 相关 的 临床 
疾病 问题 。 对 RIP140-siRNA 在 库 普 弗 细胞 的 转 染 做 
了 初步 的 探索 ,为 后 续 RIP140 在 库 普 弗 细胞 内 毒素 耐 
受 机 制 的 实验 研究 做 出 了 准备 。 
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